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Resumen 
 
NKG2D es un receptor activador expresado en las células naturales asesinas involucrado 
en la eliminación de células transformadas y/o infectadas por virus. Dentro de los 
ligandos descritos para este receptor están MICA y MICB y la familia de las ULBPs 
(ULBP1-ULBP6). Por otro lado, uno de los mecanismos de evasión por parte de la célula 
tumoral es el clivaje de éstas proteínas por parte de metaloproteinasas como ADAM10, 
ADAM17 y MMP14. Por lo anterior en este estudio analizamos la expresión de los 
ligandos y de las metaloproteinasas mencionadas anteriormente mediante PCR en 
tiempo real, en diferentes estadios: muestras con resultado de histopatología negativo, 
muestras con lesiones intraepiteliales de bajo grado y muestras con lesiones 
intraepiteliales de alto grado y en las líneas celulares HeLa y C-33 A. A pesar de que no 
se encontraron diferencias estadísticamente significativas para ninguno de los genes de 
estudio en los diferentes grupos si se observó una mayor expresión de las 
metaloproteinasas en la lesión de alto grado y en la línea celular HeLa. Para el caso de 
los ligandos en mica se observó una expresión baja en todos los grupos y en micb una 
mayor expresión en la lesión de bajo grado. 
. 
 
 
 
 
 
Palabras clave: Virus de Papiloma Humano; células naturales asesinas; receptor 
NKG2D; cáncer de cuello uterino; metaloproteinsas y desintegrinas; complejo mayor de 
histocompatibilidad clase I. 
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Abstract 
 
NKG2D is an activating receptor expressed by natural killer cells involved in the 
elimination of transformed and/or infected cells. Within the ligands described for this 
receptor are the related MHC class I molecules, MICA and MICB, and the ULBPs family 
(ULBP1-ULBP6). On the other hand, one of the mechanisms of tumor evasion is the 
NKG2D ligands shedding by metalloproteinases like ADAM10, ADAM17 y MMP14. Thus, 
in this study, we analyzed the expression of NKG2D ligands and metalloproteinases by 
real time PCR in different stages: Negative samples, samples with low grade and high 
grade lesions and in the cell lines HeLa and C-33 A. Although no statistically significant 
differences for any of the genes studied in the different groups, a high expression of 
metalloproteinases expression was observed in high grade lesion samples and in HeLa 
cell line. Low expression for mica was observed in all groups studied and an incresead 
micb expression in low grade lesion samples. 
 
Keywords: Human papillomavirus; natural killer cell; NKG2D receptor; cervical cancer; 
metalloproteinases and desintegrins; major histocompatibility complex. 
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 1. Introducción 
 
 
El cáncer de cuello uterino es el cuarto tipo de cáncer más común en las mujeres a nivel 
mundial. En Colombia es la segunda causa de muerte por cáncer en mujeres y el 
segundo en incidencia después del cáncer de seno (Globocan., 2012). Se ha podido 
establecer a través de una serie de estudios epidemiológicos que la infección con el virus 
del papiloma humano (VPH) es el agente etiológico de este tipo de cáncer (Bosch et al., 
2002). 
 
Tanto las células infectadas con virus como las células tumorales pueden ser lisadas por  
células asesinas naturales (NK) que hacen parte de la respuesta inmune innata y por lo 
tanto representan una primera línea de defensa (Middleton et al., 2002). La actividad de 
las células NK está regulada por una serie de estímulos  recibidos  por los receptores. 
Los receptores de la NK pueden ser tanto inhibidores como activadores, dependiendo de 
las señales recibidas la célula ejerce o no su actividad citolítica. Uno de los receptores 
activadores de las células NK es el NKG2D que al unirse a  ligandos expresados por las 
células infectadas o tumorales promueven la lisis de éstas (Vivier et al., 2012).  
 
Dentro de los ligandos de NKG2D se encuentran las proteínas MICA y MICB 
pertenecientes a la familia de las moléculas relacionadas al complejo mayor de 
histocompatibilidad clase I. Estos ligandos se caracterizan porque se expresan en la 
célula como respuesta a diversos factores como infección por virus, daño de DNA,   
estrés celular, transformaciones malignas entre otros, mientras que su expresión tisular 
en condiciones normales se restringe al epitelio gastrointestinal (Eagle and Trowsdale, 
2007). Una vez estos ligandos se han unido al receptor NKG2D, su molécula adaptadora 
DAP-10 es fosforilada y se desencadena toda una cascada de señalización que lleva a 
que la célula NK active su mecanismo de citotoxicidad (Obeidy and Sharland, 2009).  
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Uno de los mecanismos de evasión de la célula tumoral es el clivaje de los ligandos de 
NKG2D  de la superficie celular para evitar el reconocimiento por parte de la célula NK 
(Doubrovina et al., 2003).  
 
Las proteasas encargadas de la liberación de los ligandos son  metaloproteinasas de 
matriz y  desintegrinas metaloproteinasas; particularmente MMP14, ADAM 10 y ADAM17 
se han relacionado con el clivaje de MICA y MICB de la superficie de células tumorales. 
Los ligandos liberados se pueden detectar en el suero de pacientes con diferentes tipos 
de cáncer donde se han encontrado grandes cantidades de MICA y MICB solubles 
comparado con el suero de pacientes sanos (Salih et al., 2002; Boutet et al., 2009).  
 
La expresión de los ligandos MICA y MICB puede deberse a efectos de factores externos 
que inducen su expresión sobre la superficie celular, importante para la unión ligando-
receptor y posterior activación de la célula NK.  Además se ha descrito que el clivaje de 
estos ligandos, llevado a cabo por las metaloproteinasas, es un mecanismo de evasión al 
sistema inmune por parte de las células tumorales y/o infectadas por virus ya que no 
pueden ser reconocidas por la célula NK al no reconocer los ligandos sobre la superficie 
celular. 
 
Por otro lado la unión del receptor NKG2D a estos ligandos cuando  están en forma 
soluble causa su internalización disminuyendo así su expresión en las células NK 
contribuyendo a aumentar la evasión de la respuesta inmune (Doubrovina et al., 2003). 
 
Por lo anterior el objetivo de este trabajo es evaluar la expresión génica de los ligandos 
MICA, MICB y de las metaloproteinasas ADAM10, ADAM17 y MMP14 durante la 
progresión de la enfermedad. Para tal fin se recolectaron muestras de pacientes 
residentes en la ciudad de Bogotá con resultado de biopsia negativa, con lesiones pre-
neoplásicas de bajo grado y lesiones pre-neoplásicas de alto grado, en el Hospital de 
Engativá, Javesalud y Ginesalud. 
 
 2. Formulación del problema 
2.1 Justificación y planteamiento del problema 
Según Piñeros y colaboradores (2010) el cáncer de cuello uterino en Colombia tiene una 
tasa ajustada por edad (TAE) de mortalidad de 10,1 por cada 100,000 mujeres; 
afectando sobre todo a departamentos como Arauca, Meta, Tolima y Caquetá. Por lo 
anterior este tipo de cáncer representa un  problema de salud pública para las mujeres 
en nuestro país.  
 
El agente etiológico del cáncer de cuello uterino es el VPH; dentro del proceso de 
carcinogénesis cervical el tejido normal al ser infectado con el virus puede promover  
lesiones intraepiteliales de bajo grado pueden regresar en la lesión en aproximadamente 
un 60% y un 40% puede progresar hacia lesiones de alto grado, sin embargo aún se 
desconocen las causas de ésta regresión y/o progresión, es por ello que se piensa que la 
respuesta inmunológica principalmente la innata como primer mecanismo de defensa 
puede dar una posible explicación a éste proceso. Una de las principales células capaz 
de eliminar tanto células tumorales como células infectadas con virus es la célula NK y 
uno de sus principales receptores de activación es el NKG2D, el cual detecta ligandos de 
la familia MHC clase I, como MICA y MICB y las ULBPs en la célula blanco (Groh et al., 
1999; Groh et al., 2001).  
 
Se ha visto, varios tipos de mecanismos de evasión por parte de la célula tumoral, uno de 
ellos es la liberación de los ligandos de NKG2D de su superficie, por acción de 
metaloproteinasas de matriz o desintegrinas y otro de ellos es la baja expresión de los 
ligandos por parte de la célula (Doubrovina et al.,2003). Sin embargo se desconoce la 
expresión de los ligandos en pacientes con lesiones preneoplásicas de cuello uterino. 
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Teniendo en cuenta lo anterior es importante estudiar la expresión génica de los ligandos 
y de las metaloproteinasas en muestras negativas y lesiones pre-neoplásicas de bajo y 
alto riesgo en pacientes residentes en la ciudad de Bogotá con el fin de establecer cuál 
es su expresión durante el proceso de carcinogénesis y si están posiblemente 
involucrados en la progresión de la enfermedad. 
2.2 Pregunta de investigación 
¿Hay cambios en la expresión génica de mica, micb, adam10, adam17 y mmp14 en 
las lesiones pre-neoplásicas de pacientes residentes en la ciudad de Bogotá? 
2.3 Objetivos 
2.3.1 Objetivo general 
Evaluar la expresión génica de mica, micb, adam10, adam17 y mmp14 en lesiones 
intraepiteliales cervicales en pacientes residentes en Bogotá. 
2.3.2 Objetivos específicos 
- Correlacionar la expresión de los ligandos de NKG2D con cada tipo de lesión. 
- Correlacionar la expresión de las metaloproteinasas con cada tipo de lesión. 
 
 
  
3. Marco conceptual 
3.1 Cáncer de cuello uterino 
 
3.1.1 Epidemiología  
El cáncer de cuello uterino es el cuarto cáncer más común en mujeres con 528,000 
casos nuevos y un estimado de 266,000 muertes en 2012. Alrededor de nueve de cada 
diez muertes se producen en países menos desarrollados, siendo las regiones más 
afectadas África del Este y Melanesia. En Colombia ocupa el segundo lugar en 
mortalidad por cáncer con un 10,4% y también es segundo en incidencia con un 12,6% 
tras el cáncer de seno (Globocan, 2012). 
El cáncer de cuello uterino es una enfermedad progresiva que se desarrolla a partir de 
lesiones  de la cérvix, llamadas neoplasia intraepitelial cervical. 
 
3.1.2 Carcinogénesis 
La lesiones pre-neoplásicas son cambios anormales en las células de la superficie del 
cuello uterino las cuales pueden progresar hasta cáncer. Estas lesiones pre-neoplásicas 
se denominan neoplasia intraepitelial cervical (NIC)  y se clasifican en  diferentes grados 
de progresión: NIC I, NIC II y NIC III (Richart, 1973). 
NIC I corresponde a una displasia cervical leve, donde un tercio del tejido se ve afectado, 
en un 60% de los casos hay una regresión espontánea en las pacientes a tejido normal 
(Moscicki et al., 2004). NIC II corresponde a una displasia moderada a marcada y NIC III 
es una displasia grave y corresponde a un carcinoma in situ. Para el caso de NIC II hay 
una probabilidad del 40% de regresión, un 20% de progresión a NIC III y en un 5% 
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progresión a cáncer invasivo. Por último para NIC III la probabilidad de regresión es del 
33% y de progresión a cáncer invasivo mayor al 12% (Ostör, 1993). 
3.2 Factores de riesgo  
Se ha podido establecer que la infección con VPH es el agente etiológico de esta clase 
de cáncer, siendo una causa necesaria más no suficiente para desarrollar cáncer de 
cuello uterino ( Walboomers et al., 1999). 
Adicionalmente se han descrito otros factores de riesgo claves involucrados con el 
comportamiento sexual ya que estos se relacionan con la probabilidad de exposición e 
infección con VPH, como lo es el número de compañeros sexuales y la promiscuidad. 
Entre otros cofactores asociados a la enfermedad que se han descrito son: alta paridad, 
tabaquismo, uso prolongado de anticonceptivos orales y otras infecciones de transmisión 
sexual entre otros ( Hidesheim et al., 2001; Castellsagué et al.,2002). 
 
3.3 Virus del papiloma humano 
3.3.1 Generalidades del virus del papiloma humano. 
Los VPHs se caracterizan por ser pequeños, con DNA de doble cadena de 
aproximadamente 8000 pares de bases y cápside icosaedrica. El genoma del VPH tiene 
una región de expresión temprana, una  región de expresión tardía y una región no 
codificante que contiene elementos reguladores de la expresión y transcripción de las 
proteínas virales. La región de expresión tardía codifica para las proteínas L1 y L2 que 
constituyen la cápside viral y la región de expresión temprada codifica para las proteínas 
no estructurales E1, E2, E4, E5, E6 y E7 (Longworth and Laimins, 2004). 
 
7.  Evaluación de la expresión génica de mica, micb, adam10, adam17 y mmp14 en 
lesiones intraepiteliales cervicales en pacientes residentes en Bogotá 
 
 
Las proteínas E1, E2 son las encargadas de regular la replicación del DNA viral (Mohr et 
al., 1990); E2 participa también en los procesos de regulación de transcripción viral 
(Cripe et al., 1987) y E1 tiene actividad helicasa con el fin de separa la doble cadena de 
DNA para llevar a cabo el proceso de replicación (Hughes and Romanos, 1993). La 
región temprana también codifica para las proteínas E4, implicada en la reorganización 
del citoesqueleto; E6 y E7 son importantes en los procesos de transformación celular ya 
que inactivan a p53 y pRb los cuales son importantes puntos de chequeo en el ciclo 
celular (Münger et al., 1989; Scheffner et al., 1990). 
Se han identificado más de 100 tipos de VPH y aproximadamente 40 tipos pueden 
infectar la región anogenital. Se han clasificado los tipos de VPH en tres categorías: VPH 
de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81), los cuales se encuentran en 
verrugas genitales, VPH de posible alto riesgo (26, 53 y 66) y VPH de alto riesgo los 
cuales se asocian a cáncer de cuello uterino invasivo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
56, 58, 59, 68, 73 y 82) (Muñoz et al., 2003).  
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3.3.2 Ciclo de vida 
El ciclo de vida del virus comienza cuando este infecta la capa basal del epitelio 
escamoso del cuello uterino a través de microabraciones o lesiones. Se ha propuesto 
que los proteoglicanos de sulfato de heparina presentes en las células juegan un papel 
importante en la unión a la superficie celular, siendo un prerrequisito para la interacción y 
posterior infección (Giroglou et al., 2001). La internalización del virus ocurre por 
endocitosis de vesículas cubiertas de clatrina y posteriormente se da el rompimiento de 
los enlaces disulfuro internos de la cápside debido al ambiente reductor del citoplasma, 
permitiendo la liberación y transporte del DNA viral al núcleo (Day et al., 2003; Li et al., 
1998). 
Una vez infecta la capa basal del epitelio el virus se mantiene en un número bajo de 
copias en forma episomal debido a la acción de las proteínas E1 y E2. Luego cuando las 
células basales pasan a la capa suprabasal inician el proceso de diferenciación terminal y 
en aquellas infectadas con VPH hay un incremento en el número de copias virales y se 
da la expresión de los genes que codifican para las proteínas E6 y E7. E7 se une con 
pRb lo cual activa al factor de transcripción E2F y conlleva a la expresión de proteínas 
necesarias para la replicación del DNA, mientras que E6 esta involucrada en la 
degradación de p53 la cual es importante en los procesos de apoptosis de células en 
fase S no programada. En las capas superiores se transcriben los genes de la región 
tardía para dar lugar a la formación del virión (Doorbar, 2005).  
Por otro lado también se puede dar el proceso de integración viral en el genoma del 
huésped, en dicho proceso se presenta una disrupción en el gen que codifica para la 
proteína E2, lo cual aumenta la transcripción de las proteínas E6 y E7 que están 
relacionadas directamente en los procesos de replicación viral (Cho et al.,1987). 
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3.3.3 Respuesta inmune frente a VPH 
La persistencia viral del VPH, puede ser facilitada por múltiples estrategias virales que 
ocasionan una ineficiente activación tanto de la respuesta inmune innata como 
adaptativa. El VPH, como se mencionó anteriormente, infecta las capas basales del 
epitelio donde se producen las proteínas tempranas, mientras que las proteínas 
estructurales se producen en las capas más apicales del epitelio, sin embargo esta 
infección no produce lisis de los queratinocitos por lo que se evita que las células 
presentadoras de antígenos (APCs) o las células de Langerhans engolfen los viriones y 
puedan presentar los antígenos al sistema inmune y así desencadenar una respuesta 
(Evans et al. 2001). 
En estudios histológicos de verrugas genitales que presentaron una regresión, revelaron 
una alta infiltración de células T, tanto CD4+ como CD8+, y de macrófagos; además de un 
incremento en la producción de citoquinas como IL-12, TNF-α e IFN-γ (Coleman et al., 
1994). Los IFNs tienen la capacidad de activar células  NK las cuales hacen parte del 
sistema inmune innato y pueden matar células infectadas con virus. Sin embargo se ha 
observado que las proteínas E6 y E7 del VPH16 pueden disminuir la transcripción de los 
interferones tipo 1 en las células del huésped inhibiendo por lo tanto la respuesta inmune 
innnata (Koromilas et al. 2001). 
 
Por otro lado los macrófagos, los cuales se pueden unir a componentes virales  a través 
de receptores Toll-like, también liberan señales de tipo citoquinas, quemoquinas e 
interferones. La proteína MCP-1 atrae a los macrófagos al sitio de infección, uno de los 
mecanismos de evasión identificados es que la secreción de esta proteína está afectada 
por la proteína E6 del VPH16, inhibiendo así la translocación de los macrófagos al sitio 
de la infección (Hacke et al., 2010). 
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Para que se lleve a cabo una respuesta adaptativa adecuada la respuesta inmune innata 
debe ser eficiente, las células NK hacen parte de ésta y juegan un papel importante a la 
hora de eliminar células infectadas con virus y células tumorales, mediante la producción 
de citoquinas y quemoquinas (Patel and Chiplunkar, 2009). La actividad de las células 
NK está regulada mediante la expresión de receptores de superficie, entre los cuales se 
encuentra el receptor NKG2D (Houchins et al., 1991). 
 
Figura 1. Respuesta inmune innata en diferentes etapas de la infección por VPH. 
Tomado de Sasagawa et al,.2012 
 
3.4 Células asesinas naturales y el receptor NKG2D 
Las células asesinas naturales (NK) son linfocitos derivados de médula ósea y 
comprenden del 10% al 15% de los linfocitos que circulan en sangre periférica, se 
caracterizan por ser CD16+,CD56+ y CD3- (Robertson and Ritz, 1990).  Hacen parte del 
sistema de respuesta inmune innata y su blanco de acción son aquellas células que no 
presentan el complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC I), como células 
infectadas por virus o células tumorales las cuales pierden la expresión de éste complejo 
(Ljunggren and Kärre, 1990). 
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El mecanismo de toxicidad de las NK es mediado por la secreción de gránulos citolíticos 
que contienen perforinas y granzimas. Una vez los gránulos son liberados, las perforinas 
se insertan en la membrana plasmática de las células diana y se polimerizan induciendo 
la lisis osmótica de ésta, por otro lado las granzimas en presencia de la perforina 
contribuyen a la apoptosis de la célula diana (Liu et al., 1995). Este mecanismo es 
activado dependiendo de una serie de señales que recibe la célula gracias a que en su 
superficie cuenta con una serie de receptores, tanto activadores como inhibidores, que 
dependiendo de la señal recibida inhiben o no la lisis celular.  Por ejemplo cuando la NK 
entra en contacto con una célula sana reconoce el MHC I a través de sus receptores 
inhibidores y al no haber  ligandos que se unan a los receptores activadores la señal de 
inhibición predomina y no habrá lisis de la célula sana. Por otro lado si una célula tumoral 
ha perdido el MHC I, al interactuar con la NK no habrá ninguna señal inhibitoria que 
impida la lisis celular. Finalmente las NK también pueden ser activadas por células que al 
estar bajo condiciones de estrés sobreexpresan ligandos activadores y por más que 
presenten MHC I esta señal inhibidora es superada por la señal activadora de los 
ligandos conduciendo a lisis celular (Vivier et al., 2012). 
Dentro de los receptores activadores de la célula NK se encuentran NKp46, NKp44, 
NKp30 involucrados en la respuesta citotóxica por parte de esta célula (Pende et al., 
1999; Sivori et al., 1999). Otro de los receptores activadores descritos para la célula NK 
es el receptor NKG2D, una glicoproteína transmembranal tipo II, pertenece a la familia 
NKG2 y es el único que no forma heterodímeros con CD94 sino que al contrario forma 
homodímeros (Houchins et al., 1991).  El gen que codifica para este receptor está 
localizado en el complejo NK ubicado en el cromosoma 12 en humanos (Yabe et al., 
1993). 
De las cosas que más llama la atención acerca del receptor NKG2D es la gran cantidad 
de ligandos a los cuales se puede unir, éstos pertenecen a dos familias:  Los ligandos de: 
1) Familia de las moléculas relacionadas al MHC I, a la que pertenecen MICA y MICB, 2) 
Familia de proteínas de unión al citomegalovirus, ULBP 1 a 6. Se ha propuesto que la 
promiscuidad del receptor se debe a una batalla contra los virus a lo largo de la evolución 
y además una herramienta de protección contra los tipos de cáncer de rápida evolución 
(Eagle and Trowsdale, 2007). 
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Una vez el receptor se ha unido a alguno de sus ligandos se desencadena una activación 
de señales a travez de la molécula adaptadora DAP10 en humanos y DAP10 y 12 en 
ratones induciendo degranulación y/o producción de citoquinas en las células citotóxicas 
efectoras (Wu et al., 1999). La unión del  receptor NKG2D a sus ligandos es suficiente 
para activar las NK y su actividad citotóxica además de tener una función co-
estimuladora en linfocitos T citotóxicos CD8+. La expresión de este receptor está regulada 
por la expresión de citoquinas en el microambiente del tejido y por los ligandos solubles. 
Por otro lado se ha visto que IL-2 e IL-15 aumentan rápidamente la expresión tanto del 
receptor como de su molécula adaptadora mientras que la IL-21 o la IL-12 tienen un 
efecto contrario en la expresión del receptor NKG2D (Mincheva-Nilsson and Baranov, 
2014). 
En pacientes con cáncer cervical se ha encontrado una baja expresión del receptor 
NKG2D en células NK frente a pacientes sanos, lo que puede representar uno de los 
mecanismos de escape de la célula tumoral frente a la respuesta inmune asociado a la 
baja actividad de las células NK (García et al., 2009).  
 
3.5 Los ligandos MICA y MICB 
Tanto MICA como MICB están compuestos por 3 dominios extracelulares α1, α2 y α3; 
además cuentan con un dominio transmembranal y una cola citoplasmática. Los  genes 
que codifican para estos ligandos se encuentran en el cromosoma 6 en humanos (Eagle 
and Trowsdale, 2007).  
La expresión de estos ligandos se ve restringida en tejidos normales, en humanos, al 
epitelio gastrointestinal pero se ha visto que están sobreexpresados frente a procesos 
como: daño del DNA, choque térmico, estrés oxidativo, infección, tumorogénesis entre 
otros (González et al., 2008). 
En 1999 Groh y colaboradores evaluaron la expresión de MICA y MICB en tumores 
epiteliales sólidos encontrando que aunque bajo condiciones normales su expresión se 
limita al epitelio intestinal, en tumores epiteliales independientemente del tipo de tumor se 
encuentran expresados. Más adelante en el 2002, Pende y colaboradores confirman los 
anteriores resultados al estudiar la expresión de MICA en un panel de líneas celulares 
que incluía: tres carcinomas de colón, dos carcinomas de ovario, un carcinoma hepático 
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y la línea celular HeLa de cáncer cervical; como resultado encontraron que todos los 
tumores estudiados expresaban el ligando MICA.  
Recientemente Del Toro y colaboradores en el 2011 describieron que MICA y MICB 
exhibían un patrón de expresión diferencial entre las líneas celulares infectadas con VPH,  
SiHa y HeLa, y las lineas celulares no infectadas con VPH, C33-A y HaCaT (línea celular 
de queratinocitos inmortalizados). Observaron que la expresión celular de MICA en lineas 
infectadas era mayor que la expresión de MICB mientras que hubo bajos niveles de 
expresión de MICA en las lineas celulares no infectadas, por lo tanto se pudo evidenciar 
que por mayor grado de homología que compartan estos ligandos al parecer hay una 
regulación diferencial de su expresión en la superficie celular en el cáncer de cuello 
uterino y proponen que una sobreexpresión sostenida de MICA puede promover una baja 
modulación del receptor NKG2D en células NK de pacientes con cáncer de cuello 
uterino. 
3.6 Shedding y metaloproteinasas 
3.6.1 Ligandos solubles en plasma 
Uno de los mecanismos de la célula tumoral para evadir la respuesta inmune es liberar 
los ligandos de los receptores de las células NK (shedding). En 2002 Salih y 
colaboradores analizaron los niveles de MICA soluble (sMICA) en suero de pacientes con 
diferentes tipos de cáncer frente a suero de voluntarios sanos. Todos los sueros 
analizados de los pacientes sanos tenían bajos niveles de sMICA (entre 0,6 -1 ng/mL), 
mientras que el suero de los pacientes con cáncer  tenían niveles mucho mayores 
(cáncer de estómago y cáncer de colon 𝑥 = 5,5 ng/mL, cáncer rectal 𝑥 = 6,5ng/mL). Por 
lo anterior se podía concluir que grandes cantidades de MICA eran liberadas por parte de 
las células tumorales in vivo. 
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Doubrovina y colaboradores en el 2003 analizaron no sólo sMICA sino también sMICB 
que había en circulación en el suero de pacientes con cáncer colorectal, mediante 
ensayos ELISA, y encontraron de dos a seis veces mayor cantidad de sMIC comparado 
con el suero de pacientes sanos. Además encontraron que había una correlación inversa 
entre la reducción en la densidad de superficie del receptor NKG2D y la cantidad de 
sMIC en suero. Lo anterior puede deberse a que la unión del receptor con el ligando 
soluble causaba una internalización del receptor, reduciendo  así su expresión en la 
superficie de las células NK. 
Sabiendo que sMICA y sMICB son importantes en la evasión de la respuesta inmune 
Arreygue y colaboradores  en el 2008 estudiaron los niveles de estos ligandos solubles 
desde lesiones neoplásicas intraepiteliales cervicales hasta cáncer invasivo con el fin de 
encontrar una relación entre el nivel de sMICA y la progresión. En este estudio 
participaron diez pacientes sanos, diez pacientes diagnosticadas con lesión de bajo 
grado, siete pacientes con lesión de alto grado y diez pacientes con cáncer. Como 
resultado obtuvieron una altos niveles de sMICA en pacientes con cáncer cervical o 
lesiones precursoras comparados con voluntarios sanos (Mann-Whtiney test, p < 0,05 en 
lesión de bajo grado, p < 0,03 en lesión de alto grado y p < 0,01 en el grupo de cáncer). 
Lo anterior sugiere que sMICA contribuye a la evasión del sistema inmune en pacientes 
con cáncer y el bloqueo del ligando soluble que se encuentra en circulación puede ser 
importante para evitar la disminución de la expresión del receptor NKG2D. 
Recientemente Del Toro y colaboradores (2011) cuantificaron sMICA y sMICB en 
sobrenadantes de cultivo celular de HaCaT, C33-A, SiHa y HeLa encontrando que en las 
cuatro líneas celulares empleadas había mayor cantidad de sMICB comparado con 
sMICA, alcanzando su mayor concentración en la línea C33-A, línea negativa para VPH; 
mientras que la mayor cantidad de sMICA se encontró en la línea celular HeLa.  
El shedding de los ligandos de NKG2D trae multiples consecuencias en la respuesta 
mediada por el receptor: 1) Disminución de la densidad del ligando en la superficie de la 
célula tumoral 2) Disminución en la modulación de la expresión del receptor en celulas 
efectoras 3) bloqueo del sitio de unión al receptor para los ligando expresados en 
superficie (Nausch and Cerwenka, 2008). Se ha visto que algunas desintegrinas y 
metaloporteinasas de matriz están involucradas en el proceso de shedding de estos 
ligandos. 
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3.6.2  Metaloproteinasas de matriz. 
Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son endopeptidasas dependientes de zinc; en 
su estrucutura tienen un pro-péptido, un dominio catalítico y un dominio C terminal. Las 
MMPs son secretadas y sintetizadas por las células tumorales y son capaces de 
degradar la matriz extracelular lo cual se cree contribuye a la angiogénesis del cáncer y a 
la capacidad de invasión (Salih et al., 2002). 
Otro de los roles que se les ha atribuido a las MMPs son ser las responsables del 
shedding de MICA y MICB. Salih y colaboradores cultivaron HeLa en presencia de 
Pefabloc, un inhibidor de serín proteasas, y en presencia de un inhibidor de 
metaloproteinasas de matriz (MMPI), y analizaron los niveles de sMICA en los 
sobrenadantes del cultivo celular. En ausencia de los inhibidores los sobrenadantes 
contenían un aproximado de 2,5 ng/mL de sMICA, en presencia de Pefabloc no se 
encontraron cambios significativos en los niveles del ligando soluble, mientras que en las 
células tratadas con MMPI, desde una concetración de 1uM hasta 10uM, tenían una 
reducción marcada de sMICA.   
MMP14 es uno de los miembros de esta familia que se relaciona directamente con el 
shedding de MICA. En el estudio realizado por Liu y colaboradores (2010), al silenciar 
otros miembros de la familia de las MMPs  no había un cambio significativo en el 
shedding de MICA al evaluar los sobrenadantes de dos líneas celulares de cáncer de 
próstata TRAMP-C2 y MyC-CaP; mientras que al suprimir la expresión de MMP14 en un 
83% en la línea celular TRAMP-C2 el shedding se inhibía en un 65%. Por otro lado al 
sobreexpresar MMP14 aumentaba el shedding de MICA y se reducía la expresión de 
MICA en células MyC-CaP-MICA. También se ha visto que MMP14 puede activar pro-
MMP2 y pro-MMP13, pero la inhibición directa de las proteínas mencionadas 
anteriormente no mostró un efecto significativo en el shedding de MICA, demostrando 
que MMP14 esta implicada de manera directa en el clivaje de este ligando. 
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3.6.3 Desintegrinas y metaloproteinasas 
Las proteínas ADAM son desintegrinas y metaloproteinasas también involucradas en el 
shedding de ectodominios de proteínas, particularmente ADAM 10 y ADAM 17, las cuales 
se han visto sobreexpresadas en varios tipos de cáncer. El clivaje de MICA ocurre en la 
superficie de la célula tumoral dentro del tallo yuxtamembranoso lo que coincide con el 
mecanismo de acción de las ADAM. Al silenciar la expresión de ADAM10 y/o ADAM 17 
en células HeLa el shedding de MICA se vio reducido significativamente; por ejemplo una 
supresión en la expresión de ADAM 10 de aproximadamente 62% conduce a reducción 
de sMICA entre un 31%-50%, además también se observó que el shedding de MICA en 
presencia de inhibidores específicos de ADAM se veía afectado. Por lo anterior 
Waldahuer y colaboradores sugieren que tanto ADAM 10 como ADAM17 juegan un papel 
importante en el clivaje de MICA. 
En un ensayo realizado por Kohga y colaboradores (2009) evidenciaron que ADAM10 se 
sobreexpresaba  en tejidos de carcinoma hepatocelular (HCC) mientras que en tejidos 
sanos no se expresaba, además el knockdown del gen codificante para ADAM10 
conducía a un aumento de MICA unido a membrana celular y a una disminución de los 
niveles de sMICA. Sin embargo en este mismo estudio el knockdown del gen adam17 no 
afectó la expresión de MICA en líneas celulares HepG2. Por otro lado también evaluaron 
el efecto biológico de los farmacos epirubicina y doxorubicina (1ug/mL), utilizados en 
quimioterapia, en las células HCC, obteniendo como resultado una disminución en la 
expresión de ADAM10 tanto a nivel de mRNA como a nivel de proteína lo que conllevó a 
un aumento de MICA y una disminución de sMICA, revelando que estos fármacos 
afectan la expresión y actividad de ADAM10 y por lo tanto inhiben el clivaje de MICA. 
En cuanto al shedding de MICB se ha visto que ADAM17 está involucrada en este 
proceso. Los ésteres de forbol, como el PMA, son conocidos por activar el shedding de 
proteínas mediado por ADAM17 mientras que los ionoforos Ca2+, como la ionomicina, 
activan a el clivaje por parte de la proteína ADAM10. Se trataron líneas celulares U373 
(línea celular de glioblastoma) con PMA observando que el shedding de MICB se 
aumentaba, más no en el tratamiento con ionomicina; además el shedding de MICB se 
vio inhibido cuando había un tratamiento con inhibidores de metaloproteinasas,sugiriendo 
que ADAM17 interviene en el clivaje de MICB mas no ADAM10. Además en células 
donde se había silenciado por completo el gen adam17 disminuía el shedding de MICB el 
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cual ni siquiera se veía aumentado frente a PMA. Por último tratamiento con TIMP3, 
inhidor de ADAM 10 y 17, reducía también la liberación de MICB. Por lo anterior en este 
estudio se sugiere que ADAM 17 es importante en el clivaje de este ligando de NKG2D 
(Boutet et al., 2008). 
  
4. Metodología 
4.1 Población de estudio 
 
La población de estudio está conformada por mujeres que asistían a colposcopia al 
Hospital Engativá, Ginesalud y Javesalud con resultados de citología alterados. Durante 
la consulta se tomaron biopsias para su diagnóstico histopatológico y para los ensayos 
correspondientes a este estudio. Dependiendo del resultado histopatológico las pacientes 
se dividieron en grupos con resultados de biopsia negativos, lesiones de bajo grado (NIC 
I) y lesiones de alto grado (NIC II y NIC III). 
Las muestras fueron tomadas a convenciencia durante un período de recolección de año 
y medio. 
4.1.1 Criterios de inclusión y exclusión 
 
Los criterios de inclusión fueron: i) Mujeres de cualquier edad que presentaron lesiones 
pre-neoplásicas de cuello uterino confirmado por estudio histopatológico. ii) Mujeres que 
desearon participar en el estudio voluntariamente y firmaron el consentimiento informado 
(Anexo A).  
Los criterios de exclusión fueron: i) Pacientes que habían recibido tratamiento para la 
neoplasia cervical o infección por VPH. ii) Pacientes que se encontraban en estado de 
embarazo. iii) Pacientes vacunadas contra VPH. iv) Pacientes que habían recibido 
transfusión sanguínea en los últimos tres meses. 
19 Evaluación de la expresión génica de mica, micb, adam10, adam17 y mmp14 en 
lesiones intraepiteliales cervicales en pacientes residentes en Bogotá 
 
4.2 Muestras biológicas 
 
I) DNA extraído a partir de cepillado cervical. 
II) RNA extraído a partir de la muestra de tejido de la biopsia del cuello uterino. 
III) DNA extraído a partir de líneas celulares tumorales. 
 
4.3 Procesamiento de las muestras 
4.3.1 Extracción de DNA 
Del cepillado cervical se tomaron 200 µL de muestra después de resuspender, se 
adicionó 10 µL de proteínasa K (20 mg/mL) y se incubó durante una hora a 55ºC. 
Luego de la digestión se adicionaron 200 µL de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 
(25:24:1), se agitó por vórtex y se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 minutos. 
Transcurrido este tiempo se transfirió la fase acuosa a otro tubo y se adicionó 0,1 
volúmenes de Acetato de Sodio 3M y dos volúmenes de etanol absoluto frío, se mezcló 
por inversión y se dejó precipitando toda la noche a -20ºC. Posteriormente se centrifugó 
a 10,000 rpm durante 10 minutos y se retiró el sobrenadante, el pellet fue lavado con 500 
µL de etanol al 70% y se centrifugó de nuevo, se descartó el sobrenadante y se dejó 
secar el pellet obtenido a temperatura ambiente. Finalmente el pellet se resuspendió en 
agua y se almacenó a -20ºC hasta su utilización. 
4.3.2 Extracción de RNA y síntesis de cDNA  
El RNA total fue aislado a partir de muestras de tejido de la biopsia del cuello uterino 
conservado en RNA later y de líneas celulares tumorales, utilizando el kit RNeasy® Mini 
Kit (Qiagen) y siguiendo las recomendaciones del fabricante.  
Posteriormente se tomó 1µg de RNA total de cada una de las muestras y se llevó a un 
volumen de 8 µL con agua libre de RNasa, se realizó un tratamiento con Baseline-ZeroTM 
DNase  (Epicentre) adicionando 1 µL del buffer y 1 µL de DNasa e incubando a 37ºC por 
30 minutos, terminado este tiempo se adicionó 1 µL de la solución stop y finalmente se 
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dejó en incubación a 65ºC durante 10 minutos. Finalmente para la síntesis del cDNA se 
utilizó el kit SuperScript® III First-Strand  Synthesis System (Invitrogen), se adicionó al 
RNA previamente tratado con DNasa 1 µL de oligo(dT)20  de una concentración 50 µM y 1 
µL de dNTP (10 mM) , se incubó a 65ºC por cinco minutos e inmediatamente se colocó 
sobre hielo por un minuto. Luego se adicionó 2  µL de RT buffer 10X, 4 µL Cloruro de 
Magnesio (25 mM), 2 µL de DTT (0,1M), 1 µL de RNaseOut (40 U/µL) y 1 µL de 
SuperScript III RT (200 U/µL); se incubó a 50ºC durante 50 minutos seguido de una 
temperatura de 85ºC por cinco minutos e inmediatamente se colocó en hielo durante un 
minuto. Finalmente se adicionó 1 µL de RNase H (2 U/µL) seguido de una incubación de 
20 minutos a 37ºC. 
El cDNA obtenido se cuantificó espectrofotométricamente usando un NanoDrop® y se 
hicieron alícuotas de trabajo de 125 ng/ µL que se almacenaron a -70ºC hasta su uso. 
4.4 Diseño de iniciadores 
Los iniciadores utilizados fueron diseñados con el programa Beacon DesignerTM, 
especializado en diseño de iniciadores utilizando SYBR® Green y sondas para PCR en 
tiempo real. Posteriormente se realió un BLAST con el fin de comprobar que los 
iniciadores diseñados correspondían a los genes de interés.  
Además se obtuvieron los valores de energía libre de Gibbs con el fin de evaluar la 
estabilidad termodinámica de las interacciones que se pueden dar entre los iniciadores 
(formación de horquillas, homodímeros y heterodímeros) mediante el programa 
OligoAnalizer de Integrated DNA Technologies. 
El único set de iniciadores que no fue diseñado por el anterior programa fue el 
correspondiente al gen de la β-actina, el cual ya se encontraba disponible en el grupo de 
investigación. 
 
21 Evaluación de la expresión génica de mica, micb, adam10, adam17 y mmp14 en 
lesiones intraepiteliales cervicales en pacientes residentes en Bogotá 
 
4.5 PCR en tiempo real y análisis de expresión 
4.5.1  PCR en tiempo real 
La PCR en tiempo real se realizó a un volumen final de reacción de 10 µL el cual 
contenía 5 µL de Kapa Sybr Fast qPCR, entre 0,15 y 0,2 µM de cada uno de los 
iniciadores (tabla 1) dependiendo del gen y se completó a volumen final con agua libre de 
RNasas. El programa fue llevado a cabo en el equipo LightCycler® 480 de Roche, el cual 
comprendía los siguientes pasos: denaturación a 95ºC por 4 min con rampa de 4,4 
ºC/seg seguido de 35 ciclos a 95ºC por 10 seg con rampa de  4,4 ºC/seg, 60/62ºC 
(dependiendo del gen) por 20 seg con rampa de 2,2ºC/seg y 72ºC por un segundo con 
rampa de 4,4 ºC/seg. La curva de melting se realizó mediante un ciclo de 95ºC por cinco 
segundos con una rampa de 4,4ºC/seg, 65ºC por un minuto y 97ºC en modo de 
adquisición continua. Finalmente un paso de enfriamiento a 40ºC por 10 segundos con 
rampa de 2,2 ºC/seg.  
Los ensayos en las muestras provenientes de pacientes se hicieron por duplicado  y en el 
caso de las líneas celulares por triplicado. 
Para cada set de iniciadores se obtuvó la eficiencia realizando curvas estándar utilizando 
diluciones seriadas de DNA y aplicado la fórmula E = 10 (-1/pendiente). 
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Tabla 1 Características de los iniciador empleados. 
Gen Secuencia primer (5’-3’) Temperatura 
(ºC) 
Tamaño del 
amplímero (pb) 
β-actina 
 
mica 
 
micb 
 
adam17 
 
adam10 
 
mmp14 
F: ATTGCCGACAGGATGCAGA 
R:GAGTACTTGCGCTCAGGAGGA 
 
F: GGGAACGGAAAGGACCTCAG 
R: GGGGCATTGTCCATTCCTCA 
 
F:GATAAGCGGTCGCTGAGCGGG 
R: AGCCCCATGGCCCCTACGTC 
 
F: TTGTGTGGTTTGGCCCTTCT 
R: CTGCTTTTGCACCACAGGTC 
 
F: CGAACTCTGCCATTTCACTC 
R: ACTTCCTCTACACCAGTCAT 
 
F: ACCTTAACCTCTGAACTCT 
R: CCTCAACAAGATTAGATTCCT 
60 
 
60 
 
62 
 
 
60 
 
62 
 
60 
89 
 
190 
 
120 
 
 
116 
 
140 
 
124 
 
 
4.5.2 Análisis de expresión 
Se utilizó el método de cuantificación relativa, donde cada muestra fue normalizada 
basada en la expresión del gen de referencia β-actina. La expresión relativa de los genes 
de interés fue calculada fundamentada en el método 2 –ΔCT pero teniendo en cuenta las 
eficiencias obtenidas para cada set de iniciadores, por lo que el calculo se realizó basado 
en la siguiente formula: (Eactina)CP m/ (Egen de interés) CP m (Pffafl., 2001 y Thomas et al., 2013) . 
El análisis estadístico de los datos obtenidos de tiempo real fue realizado utilizando el 
software GraphPad Prism 6. Los datos obtenidos fueron analizados con las pruebas 
estadísticas Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para determinar la significancia estadística 
en las muestras provenientes de pacientes y el t-test  para el caso de las líneas celulares. 
Un valor de p< 0,05 fue considerado como significante. 
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4.6 Genotipificación 
Para la genotipificación viral de cada una de las muestras se utilizó el kit Multiplex HPV 
Genotyping Kit (Multimetrix) con el fin de identificar Human Papillomavirus de tipos 6, 11, 
16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 y 82. El 
procedimiento realizado se describe a continuación. 
Un volumen de 10 µL de DNA extraído a partir del cepillado cervical es amplificado por 
PCR utilizando dos sets de iniciadores. El primer set de iniciadores consisten en nueve 
iniciadores forward y tres iniciadores biotinilados reverse, necesarios para amplificar los 
tipos de VPH mencionados anteriormente. El segundo set de iniciadores es utilizado para 
amplificar el gen de la β-globina con el fin de verificar la cantidad y calidad del DNA 
empleado. 
Los productos de PCR son adicionados a un mix de perlas las cuales contienen 26 
poblaciones diferentes de perlas acopladas a 24 sondas para VPH,  una sonda para β-
globina y otra sonda como control de hibridización. Posterior a la desnaturalización de los 
productos de PCR, estos se hibridan y después de un lavado  son etiquetados usando R-
ficoeritrina marcada con estreptavidina, un lavado final elimina el marcador que no se 
unió. Finalmente las perlas son resuspendidas y leídas en el analizador Luminex. 
El background se calculó la intensidad media de fluorescencia (MFI) por 1,25 y el cut-off 
value como el background + 15MFI. 
4.7 Consideraciones éticas 
Este trabajo se encuentra enmarcado en el proyecto titulado “Influencia del estado de 
metilación del ADN en cáncer cérvico-uterino (CCU) asociado o no al virus del papiloma 
humano (VPH) en la regulación de la expresión de ligandos del receptor NKG2D de 
células naturales asesinas (NK)” el cual cumple con los aspectos éticos básicos y por lo 
tanto cuenta con aprobación del comité de ética de la Facultad de Ciencias de la 
Universidad Nacional de Colombia (Anexo B). 
 5. Resultados  
5.1 Características de la población 
5.1.1 Características generales 
Un total de 58 mujeres con resultados de citología alterados fueron incluidas en este 
estudio. Después de obtener los resultados de patología fueron agrupadas en muestras 
con resultado histopatológico negativo (n=20), lesión intraepitelial de bajo grado (n=20) y 
lesión intraepitelial de alto grado (n=18). 
El rango de edad de las mujeres participantes estuvo entre los 19 y 68 años (edad 
promedio 31,4 años y DE= 10,62). El 58,6% de las mujeres, más de la mitad de la 
población, inició su vida sexual antes de los 18 años y el 34,48% tuvo entre uno y dos 
compañeros sexuales a la fecha de inclusión.  
La mayoría de las mujeres (74%) tienen hijos, donde el primer parto en un 55,8% de los 
casos fue entre los 18 y los 24 años. Tan solo un 27,5% de las mujeres tuvieron entre 
uno y dos abortos al momento de la fecha de inclusión. 
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5.1.2 Características de la población según grado de lesión 
La tabla 2 resume las características de la población distribuidas según el grado de lesión 
encontrado en el análisis histopatológico. 
Tabla 2 Características de la población por grado de lesión 
 
 
Características 
Resultado patología 
Negativa (n=20) 
 
n (%) 
Lesión bajo 
grado (n=20) 
n (%) 
Lesión alto grado 
(n=18) 
n (%) 
Edad (años) 
< 25 
25 – 44 
45 – 64 
> 65 
 
6 (30) 
9 (45) 
4 (20) 
1 (5) 
 
8 (40) 
12 (60) 
0 (0) 
0 (0) 
 
3 (16,7) 
14 (77,8) 
1 (5,6) 
0 (0) 
Edad 1ra 
relación sexual  
< 18 
≥18 
NR 
 
 
11 (55) 
9 (45) 
0 (0) 
 
 
9 (45) 
9 (45) 
2 (10) 
 
 
14 (77,8) 
4 (22,2) 
0 (0) 
Compañeros 
sexuales 
1 a 2 
3 a 4 
5 a 6 
> 6 
NR 
 
 
9 (45) 
6 (30) 
3 (15) 
2 (10) 
0 (0) 
 
 
8 (40) 
7 (35) 
3 (15) 
2 (10) 
0 (0) 
 
 
3 (16,7) 
5 (27,8) 
7 (38,9) 
2 (11,1) 
1 (5,5) 
Embarazos 
Ninguno 
1 
           2 
3 
>4 
NR 
 
6 (30) 
5 (25) 
1 (5) 
5 (25) 
3 (15) 
0 (0) 
 
5 (25) 
6 (30) 
4 (20) 
4 (20) 
0 (0) 
1 (5) 
 
2 (11,1) 
2 (11,1) 
1 (5,5) 
5 (27,8) 
8 (44,4) 
0 (0) 
Edad primer 
parto 
< 18 
18 – 24 
> 24 
NR 
 
 
3 (23,1) 
8 (61,5) 
0 (0) 
2 (15,4) 
 
 
2 (14,3) 
10 (71,4) 
1 (7,1) 
1 (7,1) 
 
 
8 (50) 
6 (37,5) 
1 (6,25) 
1 (6,25) 
Abortos 
Ninguno 
1 
2 
NR 
 
14 (70) 
3 (15) 
3 (15) 
0 (0) 
 
16 (80) 
2 (10) 
1 (5) 
1 (5) 
 
11 (61,1) 
6 (33,3) 
1 (5,6) 
0 (0) 
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5.2 Prevalencia de VPH 
De las mujeres incluidas en el estudio un 84,5% (n=49) son VPH positivas; un 8,6%(n=5) 
son VPH negativas y un 6,9% (n=4) no fue posible determinarlo debido a que la cantidad 
de DNA obtenida fue muy baja para la detección. Infecciones por un único tipo de virus 
fueron más frecuentes (65,3%) que las infecciones múltiples (34,7%). 
Los genotipos más frecuentes, en infección única o múltiple, fueron VPH 16 (75,5%), 
seguido de VPH 56 (18,4%) y VPH 52 (14,3%), todos considerados como tipos de VPH 
de alto riesgo.  
Los resultados de la distribución tipo-específica de la población en general se observan 
en la Figura 2 
 
Figura 2. Distribución tipo-específica del virus de papiloma humano en la población por 
grado de lesión. 
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En la población en general fueron detectados 12 tipos de VPH, de los cuales nueve son 
de alto riesgo, uno de posible alto riesgo y dos de bajo riesgo. En la tabla 3 se muestran 
los resultados de tipos de VPH detectados según su clasificación por riesgo, ya sea en 
infección única o múltiple, por tipo de lesión. Se puede evidenciar que los tipos de VPH 
de alto riesgo son bastante frecuentes tanto en las patologías negativas como en las 
lesiones de bajo y alto grado, mientras que los de posible alto riesgo y los de bajo riesgo 
son muy poco frecuentes. 
Tabla 3 Distribución de VPH según su clasificación por riesgo en cada tipo de lesión. 
 
Tipo de VPH 
Grupo por resultado histopatológico 
Negativa  
(n=20) 
n (%) 
Lesión bajo grado 
(n=20) 
n (%) 
Lesión alto grado 
(n=18) 
n (%) 
Alto riesgo 19 (95) 15 (75) 13 (72) 
Posible alto riesgo 1 (5) 0 (0) 1 (5,6) 
Bajo riesgo 1 (5) 2 (10) 0 (0) 
 
En la tabla 4 se muestran las frecuencias de infección de los tipos de VPH de alto riesgo 
(AR), posible alto riesgo p(AR) y bajo riesgo (BR), encontrados en los tres grupos, 
discriminando si es una infección única o múltiple. 
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Tabla 4 Frecuencias de virus de papiloma humano de AR, pAR y BR en infecciones 
únicas y múltiples en los diferentes tipo de lesión. 
 
Grupo 
Histopatológico 
Infección única Infección múltiple 
Alto riesgo 
n (%) 
Posible 
Alto 
riesgo 
n (%) 
Bajo 
riesgo 
n (%) 
AR + BR 
n (%) 
AR + pAR 
n (%) 
AR 
n (%) 
Negativa 
(n=20) 
 
 
Lesión bajo 
grado 
(n=20) 
 
Lesión alto 
grado 
(n=18) 
9 (45) 
 
 
 
9 (45) 
 
 
 
12 (66,7) 
0 (0) 
 
 
 
0 (0) 
 
 
 
0 (0) 
0 (0) 
 
 
 
2 (10) 
 
 
 
0 (0) 
1 (5) 
 
 
 
0 (0) 
 
 
 
0 (0) 
1 (5) 
 
 
 
0 (0) 
 
 
 
1 (5) 
9 (45) 
 
 
 
6 (30) 
 
 
 
0 (0) 
 
 
5.3 Expresión génica por PCR en tiempo real 
 
Empleando PCR en tiempo real se determinó la expresión relativa de los genes de 
interés en cada uno de los grupos de estudio por duplicado: muestra negativa para lesión 
intraepitelial cervical (n=20), lesión de bajo grado (n=20) y lesión de alto grado (n=18); y 
en las líneas celulares HeLa (VPH 18) y C-33 A (negativa para VPH) por triplicado. 
5.3.1 Cálculo de eficiencias 
Se realizarón las curvas de eficiencia para cada set de iniciadores mediante diluciones 
seriadas de DNA. Las eficiencias obtenidas se muestran en la tabla 5 y las curvas 
obtenidas se pueden consultar en el anexo C. 
 
Tabla 5 Eficiencias obtenidas para cada set de iniciadores 
Gen Eficiencia obtenida 
β-actina 
mica 
micb 
adam10 
adam17 
mmp14 
2,031 
1,781 
1,889 
1,891 
1,762 
1,848 
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5.3.2 Análisis de expresión de ligandos de NKG2D. 
Para el caso de las líneas celulares HeLA y C-33 A el análisis de resultados, mediante la 
prueba t-Student muestra que hay diferencias estadísticamente significativas para el caso 
de mica, con un valor de p de 0,0203. Sin embargo para el caso de micb no se 
encontraron diferencias entre las dos líneas celulares empleadas (Figura 3). 
Por otro lado se realizó el análisis de resultados, mediante la prueba Kruskal-Wallis, entre 
los grupos de estudio (negativo, lesión de bajo grado y lesión de alto grado) obteniendo 
como resultado que no hay diferencias estadísticamente significativas para ninguno de 
los genes de interés (Figura 3). Sin embargo para el caso de micb, se pude observar un 
nivel de expresión relativo mayor en la lesión de bajo grado a pesar de no haber 
diferencias significativas.  
5.3.3 Análisis de expresión de desintegrinas y metaloproteinasas 
de matriz. 
Después de realizar la prueba t-Student para las desintegrinas y metaloproteinasas de 
matriz en las líneas celulares HeLa y C-33 A, se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas para el caso de mmp14, con un valor de p de 0,0062. 
Para los genes adam10 y adam17 no se encuentran diferencias estadísticamente 
significativas entre las líneas celulares empleadas (Figura 4). 
Por otro lado en los diferentes grupos de estudio (negativo, lesión de bajo grado y lesión 
de alto grado) no se encontraron diferencias estadísticamente significativas para ninguno 
de los genes de interés después de realizar la prueba Kruskal-Wallis (Figura 4).  
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Figura 3. Expresión de los ligandos de NKG2D en las líneas celulares HeLa y C-33 A y 
en los diferentes grupos de estudio: muestras con resultado histopatológino negativo, 
lesión de bajo grado y lesión de alto grado. Los valores de p obtenidos para cada gen se 
muestran a continuación: A) 0,0203 B) 0,9520 C) 0,1936 y D) 0,6440. 
A 
B
C D
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Figura 4. Expresión de las metaloproteinasas en las líneas celulares HeLa y C-33 A. y en los diferentes 
grupos de estudio: muestras con resultado histopatológino negativo, lesión de bajo grado y lesión de alto 
grado. Los valores de p obtenidos para cada gen se muestran en las gráficas.
 
p =  0,5132 
p =  0,8529 
p =  0,0062 
p =  0,3835 
p =  0,8184 
p =  0,9322 
  
 
 
6. Discusión 
 
6.1 Características de la población y prevalencia de VPH 
En este trabajo se encontró un alto porcentaje de mujeres positivas para VPH de alto 
riesgo en resultado de patología negativo (95%), en lesión de bajo grado (75%) y en la 
lesión de alto grado (72%), siendo entonces el  AR-VPH el más frecuente en todos los 
grupos de estudio. 
Por otro lado las infecciones múltiples fueron menos frecuentes que las infecciones 
únicas (34,7% vs 65,3%). Aún no se conoce la relación que tengan las infecciones 
múltiples con la progresión a CCU, sin embargo las interacciones de cooperación o 
competencia que se pueden dar entre los tipos virales que coexisten probablemente 
ayudan a aumentar el riesgo de progresión ya que pueden actuar de forma sinérgica para 
inducir el desarrollo de la lesión o la progresión, por ejemplo se ha sugerido que los tipos 
virales pertenecientes a la misma especie y que por lo tanto comparten propiedades 
biológicas pueden éstas trasladarse a llevar un curso similar en la inducción de la lesión y 
en la progresión de la enfermedad; además es posible que los tipos virales de la especie 
A9 (16 y 18 por ejemplo) ejerzan un efecto oncogénico más rápido y extenso en el 
epitelio infectado cervical que ya esta infectado con otros tipos de VPH  (Dickson et al., 
2013, Trottier et al., 2006). Es de resaltar que la mayoría de las asociaciones en 
infecciones múltiples se dan entre tipos virales de alto riesgo, en resultados de patología 
negativos (45%) y en lesión de bajo grado (30%), por lo que se puede suponer que este 
grupo de pacientes se encuentra en mayor riesgo de desarrollar una lesión de alto grado. 
En las lesiones de alto grado no se encuentran infecciones múltiples de tipos de AR sino 
que predominan las infecciones únicas por AR-VPH, lo que podría dar indicios de que las 
interacciones que predominan son más de tipo competitivo que de cooperación. 
Dado los resultados encontrados en este estudio y lo reportado en la bibliografía se 
ratifica que la genotipificación de VPH es una herramienta importante para la detección 
temprana y seguimiento a pacientes en riesgo de desarrollar lesiones de alto grado. Esta 
prueba está incluida en el Plan Obligatorio de Salud desde el año 2011, para mujeres 
entre los 30 y 65 años, pero no es ampliamente conocida por las mujeres, por lo que su 
divulgación es importante para la prevención del CCU.  
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6.2 Análisis de expresión de ligandos de NKG2D. 
 
NKG2D es un receptor con múltiples ligandos, dentro de los cuales se encuentran MICA 
y MICB, miembros de la familia MHC clase I. La expresión de estos ligandos esta 
restringida en tejidos sanos, al epitelio gastrointestinal; pero frecuentemente se 
encuentran sobre expresados en células infectadas o transformadas favoreciendo la 
respuesta citotóxica por parte de las células NK (González et al., 2008).  
Para el caso de mica se encontró una mayor expresión en la línea C-33 A, negativa para 
VPH, que en la línea HeLa; estos resultados son contrarios a los reportados por Del Toro 
y colaboradores en el 2011 donde reportaban una baja expresión de mica en la línea 
negativa para VPH.  
Por otro lado entre las muestras con resultado histopatològico negativo, lesión de bajo 
grado y lesión de alto grado no hay diferencias estadísticamente significativas para mica 
y se encontró una baja expresión del gen en los tres grupos de estudio. Los resultados 
de expresión de mica coinciden con los de Textor y colaboradores, quienes en 2008 
encontraron en las muestras negativas y en lesiones intraepiteliales cervicales una 
expresión débil o nula de mica. 
En cuanto a micb no se observaron diferencias de la expresión del gen en las líneas 
celulares empleadas las cuales fueron menores a las reportadas Del Toro y 
colaboradores, quienes encontraron una mayor expresión en la línea C-33 A que en 
HeLa.  
Los cambios que se presentan en la expresión tanto de  mica como de micb frente a lo 
reportado puede deberse a las condiciones del cultivo, el número de pases de las líneas 
celulares empleadas o contaminación imperceptible por mycoplasma. 
Tampoco se encontraron diferencias significativas entre las muestras negativas, lesión de 
bajo grado y lesión de alto grado, sin embargo se puede observar una mayor expresión 
en la lesión de bajo grado comparada con los otros grupos lo que sugiere que los 
cambios en el tejido debido a la infección por VPH pueden inducir la expresión del 
ligando. Una expresión alta sería de esperar también en las lesiones de alto grado pero 
lo que se observa es de hecho una expresión parecida al grupo de muestras negativas, 
por lo que una pérdida de la expresión del ligando puede estar ocurriendo en este tipo de 
lesión por ejemplo por mecanismos epigenéticos. 
Los genes mica y micb se caracterizan por ser altamente polimórficos, siendo mica el 
más polimórfico con 65 alelos identificados hasta el momento. Para el caso de mica los 
iniciadores alinean con los alelos *00801. En población euro-brasilera este alelo se ha 
descrito como el más común (25,3%), seguido del alelo *00201 (17,7%), y en población 
afro-americana los alelos *00201 y *00801 también son los más frecuentes (Ribas et 
al.,2008 y Zhang et al.,2002). Por otro lado en caucásicos norteamericanos el alelo más 
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frecuente es el *00801, mientras que en tribus indígenas suramericanas el alelo más 
frecuente es el *00201 (Zhang et al.,2002). Se ha visto que solo algunas de las variantes 
se expresan en la superficie celular, lo que puede explicar la débil expresión de mica en 
las diferentes lesiones, ya que estudios de polimorfismos respecto a este gen no se han 
evaluado en población colombiana (Vetter et al., 2004). 
 
6.3 Análisis de expresión de desintegrinas y 
metaloproteinasas de matriz. 
Se ha determinado que uno de los posibles mecanimos del tumor para evadir el sistema 
inmune es clivar los ligandos, como MICA y MICB, para evitar ser reconocido por el 
receptor NKG2D; algunas de las proteínas que al parecer están involucradas en este 
proceso hacen parte de las metaloproteinasas de matriz y desintegrinas, como es el caso 
de ADAM10, ADAM17 y MMP14. 
Por otro lado se ha demostrado que las proteínas ADAM10 y ADAM17 están 
involucradas en el clivaje de los ligandos del receptor NKG2D como mecanismo de 
evasión de la respuesta inmune. Además la unión del NKG2D a los ligandos solubles 
promueve su internalización y posterior degradación, como consecuencia se obtiene una 
disminución de la expresión del receptor y por lo tanto una menor actividad citotóxica de 
las células NK.  
Al revisar la bibliografía, diferentes estudios se han encontrado donde se evalúan estos 
genes en diferentes líneas celulares tumorales. En una línea celular de carcinoma 
pancreático se encontró que solo la baja regulación de ambos genes inhibía el clivaje de 
MICA mientras que ADAM17 se identificó como el principal responsable del clivaje de 
esta proteína en otras líneas celulares como es el caso de la línea MDA-MB-231 (cáncer 
de seno). En el clivaje de MICB tanto ADAM10 como ADAM17 son igualmente efectivas 
en la línea PancTu-1 (cáncer de páncreas), mientras que ADAM17 fue más efectiva en 
otras líneas como la de cáncer de próstata PC-3. De lo anterior se podría llegar a concluir 
que el papel que juegan estas proteínas en el clivaje es mas una cuestión selectiva por 
parte de la célula tumoral que una especificidad de sustrato (Chitadze et al., 2013, 
Waldhauer et al., 2008).  
Para el caso de adam17, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 
entre las líneas C-33 A y HeLa; además se observo una expresión baja en las dos líneas 
celulares empleadas. Estos resultados son contrarios a lo reportado por Xu y 
colaboradores en el 2014, quienes encontraron altos niveles de la proteína en tejidos con 
CCU en comparación con tejidos adyacentes no cancerígenos y una alta expresión de 
ésta se ha asociado con un mal pronóstico en pacientes con CCU por lo que podría 
sugerirse que podría llegar a ser un buen marcador de pronostico, por lo tanto era de 
esperarse que un modelo de CCU en líneas celulares se encontrará una alta expresión 
de adam17. 
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Al estudiar la expresión de adam17 en los grupos negativo, bajo grado y alto grado no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas pero si se puede observar un leve 
aumento de la expresión del gen para algunas muestras en la lesión de bajo y alto grado.  
En cuanto a adam10 no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 
las líneas celulares y se reportó una baja expresión de éste en ambas. Tampoco se 
encontraron diferencias en los grupos de estudio donde se puede observar que la 
expresión de adam10 no cambia durante el proceso de carcinogénesis de cuello uterino. 
Aunque se ha encontrado un aumento en la expresión de adam10 por ejemplo en cáncer 
gástrico (Yoshimura et al.,2002), en el 2005 Lendeckel y colaboradores no encontraron 
diferencias a nivel de expresión de mRNA entre tejido normal y tejido tumoral para el 
caso de cáncer de seno. 
Según nuestros resultados mmp14 muestra diferencias de expresión entre las líneas 
celulares, siendo mayor expresión en la línea celular HeLa. Da Silva y colaboradores en 
el 2012 analizaron el efecto de VPH 16 en la expresión y actividad de MMP2 Y MMP9, 
metaloproteinasas de matriz asociadas a la progresión de neoplasias cervicales (Sheu et 
al., 2003), encontrando que queratinocitos primarios humanos que expresaban las 
oncoproteínas virales exhibían una sobre expresión de MMP-9 asociado, probablemente, 
a que las proteínas E6 y E7 mediaban la baja regulación de inhibidores de MMP como 
RECK y TIMP-2. Además le atribuían nuevas funciones a las oncoproteínas virales que 
promovían el ambiente tumorogénico como contribuir directamente a la actividad de 
MMP-9 a través de un mecanismo de sobre regulación de los niveles y actividad de esta 
proteína mediante E7. Teniendo en cuenta lo anterior podría sugerirse que al bajar la 
regulación de inhibidores de MMP no solo se alteraría la expresión de MMP-9 sino 
también podría alterarse la de MMP-14 lo cual explicaría por que su expresión es mayor 
en la línea positiva para VPH que en la línea negativa. 
Para finalizar la expresión de mmp14 no presenta diferencias estadísticamente 
significativas entre las muestras negativas, lesión de bajo grado y lesión de alto grado; 
estos resultados coinciden con  Giraudo y colaboradores quienes en 2004 analizaron por 
tiempo real la expresión de nueve tipo de metaloproteinasas de matriz y encontraron que 
solo mmp9 estaba sobreexpresada durante la carcinogénesis, particularmente en NIC3 y 
carcinomas, mientras que otros tipos como mmp14 no cambiaba su expresión en este 
proceso. 
A través de estudios realizados se ha identificado que MICA puede ser clivada en 
múltiples sitios, por lo que varias clases de proteasas pueden estar involucradas en el 
proceso, esto puede explicar porque se encuentran expresiones mayores en todas las 
metaloproteinasas estudiadas ya que todas podrían llegar a estar involucradas. Además 
debe tenerse en cuenta que se han descrito mas de 80 variantes para mica y 
aproximadamente 30 variantes para micb y que estas variantes alélicas pueden influir en 
la susceptibilidad de cada proteína al clivaje por parte de ADAM10/17 y MMP14 
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(Chitadze et al., 2013, Liu et al., 2010). Por ejemplo se ha descrito que MICA*A5.1 puede 
ser más susceptible al clivaje por parte de  metaloproteinasas y se ha asociado a cáncer 
de seno y cáncer oral de célula escamosa (Choy et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 7. Conclusiones y recomendaciones 
7.1 Conclusiones 
 
§ Los análisis de expresión mediante PCR en tiempo real realizado en las líneas 
celulares muestra una mayor expresión de la metaloproteinasa, MMP14, en la 
línea positiva para VPH que en la línea negativa, por lo que puede existir una 
posible relación entre la infección por VPH y la expresión de la metaloproteínasa. 
 
§ La expresión de mica es baja en los tres grupos de estudio por lo que en el 
presente trabajo no se encuentra una relación de la expresión de este gen con la 
progresión de la enfermedad. 
 
§ Aunque no se encuentran diferencias estadísticamente significativas, la expresión 
de micb es alta en la lesión de bajo grado y luego cae en la lesión de alto grado 
por lo que una perdida de la expresión del gen puede estar ocurriendo. 
 
§ Las metaloproteinasas adam10 y mmp14 no presentan cambios en su expresión 
en el proceso de carcinogénesis por lo que no se encuentra una relación de la 
expresión de estos genes con la progresión de la enfermedad. 
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7.2 Recomendaciones 
 
§ Determinar si hay presencia de MICB como ligando solubles en plasma con el fin 
de evaluar si realmente se esta llevando a cabo un clivaje de estas proteínas 
como mecanismo de evasión a la respuesta del sistema inmune. 
 
§ Evaluar el perfil de metilación del gen micb en los grupos de estudio, con el fin de 
establecer si es un posible mecanismo que explique la disminución de la 
expresión de este gen en las lesiones de alto grado. 
 
 Anexo A: Consentimiento informado 
para participar en el estudio. 
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Gráfica C- 1 Cálculo de la eficiencia de los iniciadores utilizados para la evaluación 
del gen ß-actina. Registro tomado del equipo LightCycler 480 
 
	  
	  
	  
Gráfica C- 2 Cálculo de la eficiencia de los iniciadores utilizados para la evaluación 
del gen mica.  Registro tomado del equipo LightCycler 480 
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Gráfica C-3 Cálculo de la eficiencia de los iniciadores utilizados para la evaluación 
del gen micb. Registro tomado del equipo LightCycler 480.  
	  
	  
	  
 
	  
Gráfica C-4 Cálculo de la eficiencia de los iniciadores utilizados para la evaluación 
del gen adam10. Registro tomado del equipo LightCycler 480.  
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Gráfica C-5 Cálculo de la eficiencia de los iniciadores utilizados para la evaluación 
del gen adam17. Registro tomado del equipo LightCycler 480.  
	  
	  
Gráfica C-6 Cálculo de la eficiencia de los iniciadores utilizados para la evaluación 
del gen mmp14. Registro tomado del equipo LightCycler 480.
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